Background and Purpose-Adult neurogenesis in the dentate gyrus is a unique form of brain plasticity that is strongly stimulated after stroke. We investigate the morphological properties of new granule cells, which are born and develop after the ischemic insult, and query whether these adult-born neurons properly integrate into the pre-existing hippocampal circuitries. Methods-Two well-established models were used to induce either small cortical infarcts (photothrombosis model) or large territorial infarcts (transient middle cerebral artery occlusion model). New granule cells were labeled 4 days after the initial insult by intrahippocampal injection of a retroviral vector encoding green fluorescent protein and newborn neurons were morphologically analyzed using a semiautomatic Neurolucida system and confocal laser scanning microscopy at 6 weeks. Results-Approximately 5% to 10% of newborn granule cells displayed significant morphological abnormalities comprising additional basal dendrites and, after middle cerebral artery occlusion, also ectopic cell position. The extent of morphological abnormalities was higher after large territorial infarcts and seems to depend on the severity of ischemic damage. An increased portion of mushroom spines in aberrant neurons suggests stable synaptic integration. However, poststroke generated granule cells with regular appearance also demonstrate alterations in dendritic complexity and spine morphology. Conclusions-The remarkable stimulation of dentate neurogenesis after stroke coincides with an increased rate of aberrantly integrated neurons, which may contribute to functional impairments and, hypothetically, favor pathogenesis of adjustment disorders, cognitive deficits, or epilepsy often seen in stroke patients. (Stroke. 2012;43:2468-2475.)
N eurogenesis in the adult hippocampus is a unique form of structural brain plasticity modified not only by physiological stimuli, but also by brain insults such as stroke, epilepsy, and traumatic brain injury. Within the dentate gyrus, the generation, migration, differentiation, and maturation of newborn neurons appear to be precisely regulated thereby allowing proper integration of the neurons into the preexisting hippocampal network. [1] [2] [3] After brain ischemia, proliferation and differentiation of neuronal progenitors in the subgranular zone of the dentate gyrus (DG) is strongly stimulated, leading to a significant increase in neurogenesis. 4 -6 To date, it is unclear whether the abundance of newborn neurons generated after stroke properly integrates into the hippocampal network. Experimental status epilepticus is also a powerful stimulator of adult neurogenesis in the DG 7, 8 ; however, it disrupts integration of these new granule cells within the hippocampal network. 9 -11 Jessberger et al 10 described a significant number of newborn neurons showing an aberrant morphology comprising additional basal dendrites directed into the hilus and, in some cases, an ectopic positioning of the newborn cells. These morphological changes are known to give rise to increased recurrent excitatory circuitry 12, 13 and may represent a pivotal component of the epileptic disease process.
In this study, we investigated the fine morphology of newborn neurons generated after stroke as an indicator of structural integration into the pre-existing network. For this purpose, we used retroviral cell labeling, which allows a detailed morphological reconstruction of dendrites and spines of newborn neurons to investigate poststroke neurogenesis in small circumscribed cortical infarcts and large ischemic infarcts in the middle cerebral artery territory. Our results indicate that stroke leads to a morphologically aberrant integration of adult newborn cells in the DG, in which the extent of abnormalities increased with the size of ischemic damage.
Materials and Methods

Infarct Induction
The study was performed on a total number of 43 male Wistar rats. Animals were held under standard housing conditions in ordinary cages (4 animals/cage). Food and water were provided ad libitum. All experimental procedures were approved by the German Animal Care and Use Committee in accordance with the European Directives.
Photothrombosis Model
After anesthesia using 2.5% to 3.5% isoflurane in a mixture of O 2 /N 2 O, animals were placed in a stereotactic frame, the scalp was incised, and an optic fiber bundle (2.4 mm diameter) connected to a cold light source (Schott KL 1500, Mainz, Germany) was positioned on the skull 0.5 mm anterior to bregma and 3.7 mm lateral to the midline above the forelimb sensorimotor cortex. Immediately after onset of illumination (duration, 20 minutes), Rose Bengal (1.3 mg/100 mg body weight in 0.9% NaCl) was injected through a femoral vein catheter. Throughout surgery, body temperature was kept constant at 36.5°C. Sham-operated animals received the same treatment without illumination of the brain.
Middle Cerebral Artery Occlusion Model
After anesthesia, as described previously, the common carotid, external carotid, and pterygopalatine arteries were exposed and ligated on the right side. The right internal carotid artery was occluded with a microsurgical clip and subsequently an arteriotomy was performed in the common carotid artery. A 3.0-monofilament suture (Doccol) with a rounded tip was inserted into the common carotid artery and advanced through the internal carotid artery to the ostium to occlude the middle cerebral artery. After 60 minutes, the suture was removed, the wound was closed, and the rats were allowed to recover. Sham-operated animals (ϭcontrol) received the same treatment without occlusion of the right internal carotid artery.
Retroviral Vectors
We used the retroviral vectors CAG-green fluorescent protein (GFP) and CAG-red fluorescent protein (RFP) to label newly generated granule neurons in the right DG. 14 Viral vectors were produced by cotransfecting HEK 293 T cells with pCAG-GFP/pCAG-RFP and the packing constructs pCMV VSVg and pCMVpg 15 at a final titer of approximately 1ϫ10 7 colony-forming units/mL.
Experimental Design
In a first set of experiments, we investigated the morphology of newborn granule cells generated after experimental ischemic infarcts: rats (nϭ28, weight 250 -270 g) were randomly divided into 4 experimental groups and either underwent photothrombosis (PT; nϭ6), PT sham surgery (nϭ6, PT control), middle cerebral artery occlusion (MCAO; nϭ10), or MCAO sham surgery (nϭ6, MCAO control) in the right hemisphere on day P90. Four days later (P94), the animals received a stereotaxic injection of the CAG-GFP retrovirus into the dentate gyrus (1 L virus, xϭ3.1 mm; yϭ1.5 mm; zϭ4.0 mm according to bregma) and were allowed to recover for 6 weeks. In a second series of experiments, we further analyzed whether resident neurons born weeks before the infarct show similar morphological properties compared with adult newborn neurons generated after stroke. For this purpose, P14 rats (nϭ15, weight 20 -25 g) received a first stereotaxic injection of CAG-RFP retroviral vector in the right dentate gyrus (1 L virus, xϭ2.7 mm; yϭ1.0 mm; zϭ3.4 mm according to bregma). Four days after either PT (nϭ7) or MCAO (nϭ8) procedures, on P94, a second CAG-GFP retroviral vector injection was given as described previously. On day P132, all rats were anesthetized with diethylether and perfused transcardially with 4% phosphate-buffered paraformaldehyde. No animals were excluded from further analysis.
Immunohistochemistry
After transcardial perfusion, brains were postfixed in paraformaldehyde and 40-m thick sections were sliced. Immunocytochemistry was performed using a standard peroxidase technique and doublelabeling immunofluorescence methods as described previously. 16 The following primary antibodies were used: goat anti-GFP antibody (1:500; Acris, Herford, Germany), chicken anti-GFP antibody (1:1000; Aves Labs), rabbit anti-RFP antibody (1:500; Abcam, Cambridge, UK), mouse antineuronal nuclei antigen (1:500; Chemicon, Temecula, CA), and goat antisynapsin I antibody (1:500; Santa Cruz, Santa Cruz, CA). Secondary antibodies: Cy5 antimouse and CY3 antirabbit (1:250; Dianova, Hamburg, Germany), Alexa Fluor 488 antigoat, and Alexa Fluor 488 antimouse (1:250; Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) and fluorescein isothiocyanate antichicken (1:250; Chemicon). Standard peroxidase stained cells were evaluated by light microscopy, whereas double-labeled cells were analyzed by confocal laser scanning microscopy.
Quantification and Morphological Analyses
Volumetry
Infarct and hippocampal volumes were measured in every eighth cresyl violet-stained section (40 m). Volumes were calculated by multiplying the appropriate region with the section interval thickness.
Quantification
Peroxidase-stained GFP-positive cells were counted in every sixth section of the complete ipsilateral DG. Phenotypes of GFP-positive cells were determined by light microscopy and percentages of cells with morphological abnormalities (aberrant newborn neurons) were quantified. Two different types of aberrant morphologies of newborn neurons were defined: (1) bipolar cells in the granule layer of the DG with basal dendritic processes directed toward the hilus; and (2) ectopically positioned cells located either beneath the subgranular zone in the hilus or in the extension of the adjacent CA region.
Dendrite Analysis
For analysis of dendritic complexity of newborn neurons, a subset of randomly selected GFP-positive cells (10 -17 cells per group) from the different experimental groups (control, PT, MCAO) were morphologically reconstructed using a semiautomatic Neurolucida system (MicroBrightfield, Colchester, VT) under a 63ϫ oil lens magnification. In addition, we analyzed a subset of RFP-positive neurons retrovirally labeled at P14 to compare resident granule cells with newborn neurons (17 cells). Parameters evaluated included branch order, number of apical dendrites, and apical dendritic length. Axonal processes could be easily distinguished from dendrites because of their smaller diameter and lack of dendritic spines.
Spine Analysis
Spinal analysis was performed using confocal laser scanning microscopy (LSM 710; Carl Zeiss, Jena, Germany) as described previously. 9, 17 Here, a dendritic segment (second branch order) measuring 50 m was analyzed and the total number of spines per 50 m was quantified. According to their tip diameter, further differentiation into thin (0.25-0.6 m) and mushroom spines (Ͼ0.6 m) was undertaken.
Statistical Analysis
Statistical analysis of cell counts was performed using one-way analysis of variance followed by the Tukey-Kramer post hoc analysis for multiple comparisons. Data are presented as meanϮSEM.
Results
Morphology of Newborn Neurons Generated After Stroke
All animals with photothrombotic stroke had typical cortical infarcts located in the forelimb sensorimotor cortex according to Paxinos and Watson. 18 Correspondingly, animals that underwent transient MCAO showed infarcts covering the right middle cerebral artery territory including cortex and basal ganglia, except the hippocampus formation ( Figure  1A ). Infarct volumetry revealed significantly smaller infarcts after PT (4.85Ϯ0.59 mm 3 ) compared with MCAO (68.17Ϯ15.16 mm 3 ; Figure 1B ). Additional volumetry of the hippocampal formation revealed no differences between the experimental groups ( Figure 1C ).
Six weeks after CAG-GFP injection, the majority of newborn neurons generated after stroke demonstrated typical gross morphological properties of granule cells (approximately 90%-95%) analogous to control animals. Namely, the dendrites of these newborn neurons showed a highly polarized morphology and apical dendritic processes with abundant spines extending into the molecular layer. Furthermore, axons reached their target area, CA3, through the mossy fiber pathway, indicating a regular integration into the hippocampal circuitry. 2, 19 However, a small fraction of newborn neurons (5%-10%) displayed notable differences in neuronal morphology. In addition to the apical dendrites, a basal dendrite or even dendritic arborization was observed, which resulted in bipolar morphology. These morphological aberrations were detected after both PT (4.97%Ϯ1.62%; Pϭ0,04) as well as MCAO (10.05%Ϯ0.34%; Pϭ0,007) and were mostly absent in control animals (0.27Ϯ0.1%), where only one single bipolar neuron was identified ( Figure 2 ; onlineonly Data Supplement Table I ) as found in the physiological state and described in the literature. 20 The number of aberrant newborn neurons appeared to be higher in animals with large territorial infarcts (MCAO) compared with those with small cortical infarcts (PT), but this difference did not reach significance. Furthermore, we detected newborn neurons ectopically located in the extension of the cornu ammonis adjacent to the hilus ( Figure 2C ). These ectopic neurons were exclusively found in MCAO animals, possibly indicating an aberrant migration or even ectopic neurogenesis ( Figure  2C -D).
Dendritic Morphology
Although the majority of newborn cells after cerebral ischemia appear to form regular morphological characteristics, detailed analyses of dendritic complexity revealed several disparities in newborn neurons generated after MCAO (Figure 3 ; online-only Data Supplement Table I ). Specifically, newborn neurons with regular polarity and location within the DG displayed an increase in number of apical dendrites and the dendritic length ( Figure 3 ). These morphological differences were only observed in animals that had undergone MCAO. Newborn granule cells in PT animals and even aberrant neurons from PT or MCAO animals did not show any differences in number of apical dendrites and dendritic length compared with sham-operated controls (Figure 3 ). Further analysis of the highest branch order did not reveal any significant difference between the groups. Taking together, new neurons born after MCAO showed a significant increased complexity. 
Spine Morphology
A detailed characterization of spine morphology additionally demonstrated that the density of spines was significantly increased in newborn neurons generated after MCAO ( Figure  4A -B). This difference was absent in newborn granule cells from PT animals and also in aberrantly integrated neurons from PT or MCAO animals ( Figure 4A ). Further analysis of spine morphology showed a significant majority of thin spines (64.1%-71.5%) compared with mushroom spines (28.4%-35.9%) on newly generated neurons from PT, MCAO as well as control animals ( Figure 4B ). In contrast, aberrant neurons showed a balanced ratio of thin (53.2%) and mushroom spines (46.8%). Taking into account that mushroom spines reflect established synaptic contacts, our findings suggest that not only new neurons with regular gross morphology, but also aberrant neurons were stably integrated. Additional immunocytochemical staining with antibodies against the presynaptic marker protein synapsin confirmed this observation ( Figure 4C -D). Dendritic spines in the molecular layer of control granule cells were commonly juxtaposed to synapsin punctate ( Figure  4C ). The same was true for spines on basal dendrites arising from aberrant bipolar neurons born after stroke ( Figure 4D ). Supplement Table I ). B, Numbers of dendritic thin and mushroom spines in the different groups of neurons. High-resolution confocal images of a mushroom spine (tip diameter Ͼ0.6 m) and a thin spine. Pie charts display the ratio between thin and mushroom spines. Bars represent meanϮSEM. Asterisks indicate significant differences (PϽ0.05). C, Confocal images of dendrites of regular newborn granule neurons generated after MCAO. Inset, Spiny processes on dendrites extending from this neuron were often in close proximity (arrowheads) to the presynaptic protein synapsin (red). D, Basal dendritic spines from aberrant neurons were also commonly juxtaposed to synapsin punctate (arrowheads, Z-stack). DG indicates dentate gyrus; CTRL, control; PT, photothrombosis; MCAO, middle cerebral artery occlusion.
Comparison With Resident Granule Cells Generated Before Stroke
In an additional set of experiments, we addressed the question whether newborn neurons generated after stroke display morphological disparities compared with resident granule cells born weeks before the ischemic insult at P14 ( Figure  5A ). The early injection of the CAG-RFP retroviral vector at P14 labeled a huge population of granule cells, making the mossy fiber path and axonal endings in the CA3 region effortless visible. Aberrant RFP-positive neurons were not detected. A detailed morphological comparison of these resident granule cells with new poststroke and adult control neurons revealed no differences in branch order, number of apical dendrites, and dendritic length (online-only Data Supplement Table I ). However, resident neurons exhibited significantly less dendritic spines compared with newly generated neurons in PT or MCAO animals ( Figure 5B ) but displayed no difference in spine density compared with adult-born control neurons. The highest percentage of mushroom spines and generally thicker dendrites ( Figure 5C -D) further indicates that these early-born neurons possess wellestablished synaptic connections within the hippocampal circuitry.
Discussion
The present study clearly demonstrates that focal brain ischemia impairs correct morphological integration of newly generated neurons in the DG. A certain fraction of newborn neurons displayed aberrant features involving bipolar dendritic arborizations and ectopic location. Bipolar neurons were detected after photothrombotic cortical infarcts as well as after large territorial stroke in the middle cerebral artery territory, whereas a small number of ectopic new neurons were exclusively found after MCAO. Detailed spine analysis further demonstrated a significant portion of mushroom spines in aberrant neurons as an indicator of stable synaptic integration. However, poststroke-generated granule cells with regular appearance also demonstrate considerable alterations in dendritic complexity and spine morphology after MCAO.
In the physiological state, newborn neurons in the adult DG undergo a complex series of events before fully integrating in the pre-existing network and, thus, becoming seemingly indistinguishable from neurons born during embryogenesis. 20 Several days after cell division, newborn neurons start extending axonal and dendritic processes and receiving their first GABAergic inputs. 21 Thereafter, newborn neurons obtain their first glutamatergic input and form their first glutamatergic output on CA3 pyramidal cells. This period is followed by maximal dendritic spine growth and motility as well as enhanced synaptic plasticity until the new granule cells develop relatively stable synaptic contacts between the fourth and sixth week after birth. This delicately regulated integration of new neurons into the pre-existing hippocampal network functions well in the intact brain demonstrating Ͻ1% of new neurons with aberrant connections. 22 Using 2 different models of experimental stroke, we show that a fraction of newborn neurons generated after the ischemic insult develops aberrant dendritic connections. A few of these abnormal neurons form dendrites toward the hilus, and others become positioned ectopically. Although the latter process only occurs after large cortical and subcortical infarcts (MCAO), bipolar neurons were observed after small cortical infarcts (PT) as well as after MCAO. Regular as well as aberrant neurons display a high ratio of mushroom spines closely positioned to synapsin-positive punctate. Even in the absence of electrophysiological data, these morphological findings suggest functional integration. Comparison of the quantitative and qualitative alterations in neuronal morphology between the stroke models further implies that the extent of aberrant neurogenesis depends on the size of ischemic damage. Photochemically induced cortical infarcts induce an average increase in dentate neurogenesis of approximately 50% in different experimental settings, whereas large cortical/subcortical infarcts in the middle cerebral artery territory duplicate or even triplicate the number of newborn neurons. It can be hypothesized that the DG is not capable of integrating this abundance of newborn neurons leading to aberrant dendritic sprouting and incorrect connections. Our data possibly underline this premise, but further evidence for this hypothesis can be derived from hippocampal epilepsy models. After status epilepticus, dentate neurogenesis is massively boosted leading to a roughly 20% increase of bipolar and ectopic granule cells and to additional changes in mossy fiber sprouting. 8 -10 Notably, newborn neurons with regular gross morphology also display significant changes in dendritic complexity (raised number and length of apical dendrites) after MCAO and-compared with resident neurons-increased spine density in both models. These morphological alterations might reflect functional changes on afferent synapses and, at least in part, also display different developmental stages. How newly generated granule cells in the DG develop after focal stroke and functionally modulate the existing hippocampal circuitries depends not only on morphological connections, but also on the functional properties of the new neurons. Evidence from different epilepsy models suggests that new neurons born in a pathological environment exhibit a high degree of plasticity at their afferent synapses. 23 Granule cells born after electrically induced status epilepticus show more inhibitory and less excitatory drive, 23 whereas granule cells generated after an epileptic insult and exposed to repeated seizures during their differentiation exhibit increased synaptic excitability. 24 The present electrophysiological data in epilepsy models suggest that adult-born neurons have mechanisms to counteract or adapt to pathologies at their afferent synaptic inputs. To shed more light on the putative complex functional properties of adult-born postischemic granule cells, further electrophysiological investigations are needed.
Our findings of aberrant neurogenesis and subtle morphological differences of regular granule cells in 2 models of ischemic stroke support the assumption that massive increases in neurogenesis do not necessarily result in better hippocampal performance. This is in line with very heterogeneous behavioral assessments of hippocampal function in different stroke and stroke-related models in which strong enhancement of neurogenesis has been reported. Aberrant neurogenesis may contribute to functional impairments and, hypothetically, play a role in the pathogenesis of adjustment disorders, cognitive deficits, or epilepsy often seen in clinical patients with stroke. Experimental data only demonstrated better functional outcomes in animals with increased levels of neurogenesis after photothrombotic stroke 25 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ
Предоставляли достаточное количество пищи и воды. Все эксперименты были одобрены немецким комитетом по использованию и уходу за лабораторными животными в соответствии с европейскими директивами.
Модель фототромбоза
После анестезии с использованием 2,5-3,5% изофлурана в смеси O 2 /N 2 O животных помещали в стереотаксическую рамку, надрезали кожу головы и размещали волоконный световод (2,4 мм в диаметре), подключенный к источнику холодного света (Schott KL 1500, Майнц, Германия), на черепе на 0,5 мм кпереди от брегмы и на 3,7 мм латеральнее средней линии над сенсомоторной корой передних конечностей. Сразу же после начала освещения (продолжительностью 20 минут) в бедренную вену через катетер вводили краситель бенгальский розовый (1,3 мг/100 мг массы тела в 0,9% NaCl). Во время вмешательства постоянно поддерживали температуру тела на уровне 36,5 °C. Ложнооперированным животным проводили аналогичное вмешательство за исключением светового воздействия на головной мозг.
Модель окклюзии средней мозговой артерии
После описанной выше анестезии с правой стороны выделяли общую сонную, наружную сонную и крылонебную артерии и лигировали их. Правую внутреннюю сонную артерию окклюзировали с помощью микрохирургической клипсы и впоследствии проводили артериотомию общей сонной артерии. В общую сонную артерию вводили 3,0-монофиламентную нить (Doccol) с закругленным кончиком и продвигали ее вперед через внутреннюю сонную артерию до устья для окклюзии средней мозговой артерии. Через 60 минут нить удаляли, рану закрывали, затем крысы восстанавливались после вмешательства. Ложнооперированным животным (контрольная группа) провели аналогичное вмешательство за исключением окклюзии правой внутренней сонной артерии.
Ретровирусные векторы
Для мечения вновь образованных зернистых нейронов в правой ЗИ использовали ретровирусные векторы CAGзеленого флуоресцентного белка (GFP) и CAG-красного флуоресцентного белка (RFP) [14] . Вирусные векторы были образованы котрансфектированными НЕК 293 Т-клетками с pCAG-GFP/pCAG-RFP и конструкциями pCMV VSVg и pCMVpg [15] при заключительном титре около 1×10 7 колониеобразующих единиц/мл.
Дизайн эксперимента
В первой серии экспериментов исследовали морфологию вновь образованных после экспериментального ишемического инфаркта клеток зернистого слоя: крыс (n=28, массой 250-270 г) случайным образом разделили на 4 экспериментальные группы и подвергли фототромбозу (ФТ; n=6), псевдо-ФТ (n=6, контрольная группа ФТ), окклюзии средней мозговой артерии (ОСМА, n=10), или псевдо-ОСМА (n=6, контрольная группа ОСМА) в правом полушарии на 90-й день. Четыре дня спустя (P94) животным выполнили сте-реотаксическую инъекцию CAG-GFP ретровируса в зубчатую извилину (1 мкл вируса, х=3,1 мм; у=1,5 мм; z=4,0 мм по отношению к брегме), и затем в течение 6 недель крысы восстанавливались после вмешательства. Во второй серии экспериментов провели дальнейший анализ соответствия морфологических свойств резидентных нейронов, образованных до развития инфаркта, и нейронов, вновь образованных после инсульта. С этой целью на 14-й день крысам (n=15, масса тела 20-25 г) выполнили первую стереотаксическую инъекцию CAG-RFP ретровирусного вектора в правую зубчатую извилину (1 мкл вируса, х=2,7 мм; у=1,0 мм; z=3,4 мм относительно брегмы). Через четыре дня после ФТ (n=7) или ОСМА (n=8), на 94-й день, выполнили вторую инъекцию CAG-GFP ретровирусного вектора, как описывали ранее. На 132-й день всем крысам под анестезией диэтиловым эфиром провели транскардиальную перфузию 4%-ного фосфатнобуферного параформальдегида. Ни одно животное не исключили из дальнейшего анализа.
Иммуногистохимический анализ
После транскардиальной перфузии головной мозг животных фиксировали в параформальдегиде и делали срезы толщиной 40 мкм. Иммуноцитохимический анализ проводили с помощью стандартного пероксидазного метода и методов иммунофлуоресценции с двойным мечением, описанных ранее [16] . Использовали следующие первичные антитела: козьи анти-GFP антитела (1:500; Acris, Херфорд, Германия), куриные анти-GFP антитела (1:1000; Aves Labs), кроличьи анти-RFP антитела (1:500; Abcam, Кэмбридж, Великобритания), мышиный антинейрональный ядерный антиген (1:500; Chemicon, Темекула, Калифорния), и козий антисинапсин I (1:500; Santa Cruz, Санта-Круз, Калифорния). Вторичные антитела: Cy5 антимышиное и CY3 антикроличье (1:250; Дианова, Гамбург, Германия), Alexa Fluor 488 антикозье, и Alexa Fluor 488 антимышиное (1:250; Molecular Probes, Лейден, Нидерланды) и флуоресцеина изотиоцианат антикуриный (1:250; Chemicon). Окрашенные стандартным пероксидазным методом клетки изучали с помощью световой микроскопии, в то время как клетки с двойным мечением анализировали с использованием конфокальной лазерной сканирующей микроскопии.
Количественный и морфологический анализ
Волюметрия
Объем очага инфаркта и объем гиппокампа измеряли в каждом восьмом срезе, окрашенном крезиловым фиолетовым (40 мкм). Объем рассчитывали путем умножения размера соответствующей зоны поражения на толщину среза, учитывая интервал между срезами.
Количественный анализ GFP-положительные клетки, окрашенные пероксидазным методом, подсчитывали в каждом шестом срезе, выполненном на протяжении ипсилатеральной ЗИ. Фенотипы GFP-положительных клеток определяли с помощью световой микроскопии и подсчитывали долю клеток с морфологическими аномалиями (аберрантные образованных нейронов оказалось выше у животных с крупными полушарными инфарктами (при ОСМА) по сравнению с животными с небольшими кортикальными инфарктами (ФТ), но это различие не достигло статистической значимости. Кроме того, выявили эктопическое расположение вновь образованных нейронов в расширении аммонова рога рядом с хилусом (рис. 2В, см. на цв. вклейке). Такие эктопически расположенные нейроны встречались только у животных в группе ОСМА, что указывает, возможно, на аберрантную миграцию или даже эктопический нейрогенез (рис. 2В-Г, см. на цв. вклейке).
Морфология дендритов
Несмотря на то что, по всей видимости, у большинства вновь образованных после ишемии головного мозга клеток образуются правильные морфологические признаки, при тщательном анализе разветвлений дендритов выявили несколько различий во вновь образованных после ОСМА нейронах (рис. 3; таблица I в дополнительных данных on-line). В частности, у вновь образованных нейронов с правильной полярностью и расположением в пределах ЗИ было увеличено количество и длина дендритов (рис. 3). Эти морфологические отличия наблюдались только у животных, перенесших ОСМА. У вновь образованных клеток зернистого слоя у животных после ФТ или в аберрантных нейронах у животных после ФТ или ОСМА не выявили различий в количестве и длине дендритов по сравнению с животными контрольной ложнооперированной группы (рис. 3). При проведении дальнейшего анализа разветвлений более высокого порядка, не выявили существенных различий между группами. В совокупности, полученные данные свидетельствуют о том, что вновь образованные после ОСМА нейроны имеют более сложные морфологические характеристики.
Морфология шипов
При детальном изучении морфологии шипов дополнительно обнаружили, что плотность шипов было значительно выше у вновь образованных после ОСМА нейронов (рис. 4A-Б, см. на цв. вклейке). Такого различия не было у вновь образованных клеток зернистого слоя у животных в группе ФТ, а также у аберрантно интегрированных нейронов у животных в группе ФТ или ОСМА (рис. 4А, см. на цв. вклейке). При дальнейшем анализе морфологии шипов продемонстрировали гораздо большее количество тонких (64,1-71,5%) по сравнению с грибовидными шипами (28,4-35,9%) у вновь образованных нейронов в группах ФТ, ОСМА, а также у животных контрольной группы (рис. 4Б, см. на цв. вклейке). В отличие от этого у аберрантных нейронов обнаружили сбалансированное соотношение тонких (53,2%) и грибовидных шипов (46,8%). Учитывая, что грибовидные шипы представляют собой установленные синаптические контакты, результаты настоящего исследования показывают наличие стабильной интеграции не только у новых нейронов с правильной морфологией, но и у аберрантных нейронов. Дополнительное иммуноцитохимическое окрашивание с антителами к пресинапти-ческому маркерному белку синапсину подтвердили это наблюдение (рис. 4В-Г, см. на цв. вклейке). Дендритные шипы в молекулярном слое зернистых клеток у контрольной группы обычно располагались рядом с пунктатом синапсина (рис. 4В, см. на цв. вклейке). Это же наблюдение верно в отношении шипов на базальных дендритах аберрантных биполярных нейронов, образованных после инсульта (рис. 4Г, см. на цв. вклейке).
Сравнение с резидентными клетками зернистого слоя, образованными до инсульта В дополнительной серии экспериментов изучили вопрос о морфологических отличиях вновь образованных после инсульта нейронов по сравнению с резидентными клетками зернистого слоя, образованными до развития ишемического инсульта на 14-й день (рис. 5А, см. на цв. вклейке). Раннее введение ретровирусного вектора CAG-RFP на 14-й день привело к мечению огромной популяции клеток зернистого слоя, что позволило надежно визуализировать проводящий путь мшистых волокон и окончания аксонов в области CA3. Аберрантные RFP-положительные нейроны обнаружить не удалось. Подробное морфологическое сравнение этих резидентных клеток с вновь образованными после инсульта нейронами и нейронами у животных контрольной группы не выявило различий в порядке ветвления, количестве и длине дендритов (таблица I в дополнительных данных on-line). Тем не менее у резидентных нейронов обнаружили значительно меньше дендритных шипов по сравнению с вновь образованными нейронами у животных в группах ФТ и ОСМА (рис. 5Б, см. на цв. вклейке), но не выявили различий в плотности шипов по сравнению с вновь образованными нейронами у взрослых особей в контрольной группе. Более высокая доля грибовидных шипов и утолщение дендритов (рис. 5В-Г, см. на цв. вклейке) указывают на то, что эти вновь образованные нейроны имеют четко установленные синаптические связи с гиппокампальной сетью. ■ ОБСУЖДЕНИЕ В настоящем исследовании четко показали, что при очаговой ишемии головного мозга нарушается правильная морфологическая интеграции вновь образованных нейронов в ЗИ. У некоторой части вновь образованных нейронов появляются аберрантнтые особенности, в т.ч. биполярное ветвление дендритов и эктопическая локализация. Биполярные нейроны обнаружили после фототромботических кортикальных инфарктов, а также после крупных полушарных инсультов в бассейне средней мозговой артерии, в то время как небольшое количество эктопически расположенных новых нейронов выявили только после ОСМА. В дальнейшем, при проведении тщательного анализа шипов, продемонстрировали наличие значительного количества грибовидных шипов у аберрантных нейронов как индикатора стабильной синаптической интеграции. Тем не менее у образованных после развития инсульта клеток зернистого слоя с регулярным постоянством выявляют наличие значительных изменений в ветвлении дендритов и морфологии шипов после ОСМА.
В физиологическом состоянии вновь образованные нейроны в ЗИ у взрослых претерпевают целый ряд слож-ных изменений до полной интеграции в уже существующие сети и, таким образом, становятся почти неотличимыми от нейронов, образованными в период эмбриогенеза [20] . Через несколько дней после деления клеток у Рисунок 3. Морфология дендритов вновь образованных после инсульта нейронов в ЗИ А. Реконструкция GFP-положительных нейронов в различных экспериментальных группах с помощью Neurolucida. После ФТ и ОСМА обнаруживали биполярные нейроны, в то время как эктопические нейроны встречались только после ОСМА. Б. На окрашенных пероксидазой срезах представлены GFP-положительные вновь образованные нейроны с обычной и аберрантной морфологией in situ. В. Количественный анализ апикальных дендритов: их длина порядок ветвления в различных группах нейронов демонстрирует выраженное различие в ветвлении дендритов между группами ФТ и ОСМА. Столбики соответствуют среднему значению±СОШ. Звездочками обозначены значимые различия (р<0,05). ЗИ -зубчатая извилина; GFP -зеленый флуоресцентный белок, ФТфототромбоз; ОСМА -окклюзия средней мозговой артерии. ОСМА МСАО ФТ А
